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(54) Tltrc: ASSOCIATION INHIBITEURS DE NO SYNTHASE ET PIEGEURS DES FORMES REACTIVES DE L'OXYGENE 



(57) Abstract 

The invention concerns a pharmaceutical composition containing, as active principle, at least one NO syntase inhibiting substance and 
at least one oxygen reactive form trapping substance, optionally witf) a pharmaceutically acceptable support. The invention also concerns 
a product containing at least one NO syntase inhibiting substance and at least one oxygen reactive form trapping substance as combined 
product of these active principles in separate form. 



(57)Abrdg^ 

La pr^scnte invention a pour objet une composition pharmaceulique comprenant, ^ titrc de principe aciif, au moins une substance 
inhibitnce de NO synthase et au moins une substance pifcgeur de formes, r^actives de Toxygfene, dventuellement avec un support 
pharmaccutiquemcnt acceptable. L'invcntion a tfgalemenl pour objet un prodult comprcnanl au moins une substance inhibitrice de NO 
synthase ct au moins une substance pifegeur de fomes r6actives de Toxygfene en tant que produit de combinaison sous forme s6par6e de 
ces principes actifs. 
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ASSOCIATION INHIBITEURS DE NO SYNTHASE 
ET PIEGEURS DES FORMES REACTIVES 
DEL'OXYGENE 

L'invention concerne une composition pharmaceutique comprenant, a litre de principe 
actif, au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une substance 
piegeuT de formes reactives de Toxygene, et eventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. L'invention concerne egalement un produit 
5 comprenant au moins une substance inhibitrice de NO synthase et au moins une 
substance pi^geur de formes reactives de I'oxyg^ne en tant que produit de 
combinaison, sous forme s6par6e, de ces principes actifs. 

tien pharmaGeutique et un produit selon Tinvention sont interessants dans 
le traitement de pathologies oil le monoxyde d'azote et les formes reactives dc 
10 I'oxygene sont impliquees, et notamment : 

. les troubles cardiovasculaircs et c6r6brovasculaires comprenant, par exemple, 
Tatherosclerose, la migraine, Thypertension arterielle, le choc septique, les infarctus 
cardiaques ou cer^braux d'origine ischemique ou hemorragique, les ischemics et les 
thromboses ; 

15 . les troubles du systfeme nerveux central ou peripherique comme, par exemple, les 
maladies neurod6gen6ratives bu Ton pent nbtaniment citer les infarctus c6r6braux, les 
demences seniles, y compris la maladie d'Alzheimer, la chor6e de Huntington, la 

maladie de Parkinsonrla maladie de CreutzfeW Jacobrles maladies dues aux prioris, la~~ 

sclerose lat6rale amyotrophique mais aussi la douleur, les traumatismes cerebraux ou 

20 de la mpelle epini^re, raddiction aux opiaces, ^ I'alcool et aux substances induisant 
une accoutumance, les troubles de Terection et de la reproduction, les desordres 
cognitifs, les encephalopathies, la depression, Vanxiiii, la schizophrenie, Tepilepsie, 
les troubles du sommeil, les troubles alimentaires (anorexic, boulimie. . .) ; 

. les maladies proliferatives et inflammatoires comme, par exemple, ratherosclerose, 
25 rhypertension pulmonaire, la glomerulonephrite, Thypertension portale, le psoriasis, 
Tarthrose et I'arthrite rhumatoide, les fibroses, les amyloidoses, les inflammations du 
syst^me gastrointestinal (colite, nialadie de Crohn) ou du systeme pulmonaire et dcs 
voies adriennes (asthme, sinusites) ; 
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. les diarrhees, les vbmissementis y compris ceux d'origine autacoide. !es irradiations 
radioactives, les radiations solaires (UV A, U VB) ; 

. les transplantations tforganes ; 

, les maladies autoimmunes et virales comme par exemple le lupus, le sida, les 
5 infections parasitaires et virales, le diabete^ la sclerose cn plaque, les myopathies ; 

. le cancer ; el 

. toutes les pathologies caract^risees par une production ou un dysfonctionnement de 
monoxyde d'azote et/ou des formes r^actives de roxygene. 

Dans Tensemble de ces pathologies, il existe des evidences experimentales demontrant 

10 l*implication du monoxyde d'azote ou dcs formes reactives de Toxygene (Kerwin et 
al., Nitric oxide : a new paradigm for second messengers, J. Med. Chem. 38, 4343- 
4362, 1995 ; Halliwell B., Gutteridge JMC, Free radicals in biology and medicine, 
2nd ed., Oxford, Clarendon Press, 1989). Cest le cas ndtarriment de Tinfarctus 
cerebral experimental qui illustrej I'invenlion (Buisson et al, The neuroprotective effect 

15 of a nitric oxide inhibitor in a rat model of focal ischemia., Br J Pharmacol. 106, 766- 
767, 1992 ; Nowicki et al, Nitric oxide mediates neuronal cell death after focal cerebral 
ischemia in the mouse, Eur. J. Pharmacol. 204, 339-340, 1991 ; Zhao et al, Delayed 
treatment with the spin trap a-phenyl-N-teit-butyl nitrone (PBN) reduces infarct size 
following transient middle cerebral artery occlusion in rats, Acta. Physiol. Scand., 

20 1994 ; Schulz et al, Improved therapeutic window for treatment of histotoxic hypoxia 
with a free radical spin trap, J. Cereb. Blood Flow Metabol. 15, 948-952 (1995)). 
Dans ce contexte, les medicaments pouvant inhiber la formation du monoxyde d'azote 
ou des formes reactives de I'oxygene peuvent apporter des effets benefiques. Aucune 
association de ces deux principes actifs, a savoir un inhibiteur de NO synthase et un 

25 piegeur de fornies reactives de I'oxygene, n*a €i€ realisee. Comme cela est exposd 
dans la partic experimentalc, ces deux principes actifs agissent de maniere synergique. 
En effet, ces deux principes actifs administres a des doses subactives (c'est-a-dire a 
des doses qui ne produisent pas par elles-memes d'effet therapcutique), produisent, 
lorsqu'ils sont associes, un effet therapeutique hautement significatif. 

30 L'avantage de cette association est de diminuer de fagon importante les doses de 
chacun des principes actifs et ainsi de diminuer considerablement leurs effets 
indesirables tout en gagnant de Tefficacite therapetitique. Gettc invention est 
particulierement bien illustree dans un modele pathologique experimental de 
neurodegeneration : I'ischemie cerebrale avec reperfusion. 
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L'invention a done pour objet une cprapositipn pharmaceutique comprenant, a litre de 
principe actif, au moins une substance inhibitriee de NQ synthase moins une 
substance piegeur de formes reactives de I'oxygene, el eventuellemenl un support 
pharmaceutiquement acceptable. 

5 ^invention a plus particulierement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a litre de principe actif, une substance inhibitrice de NO synthase et une 
substance piegeur de formes reactives de I'oxygene. 

Dans le terme inhibiteur de NO synthase, il faut comprendre tout inhibiteur spccifique 
ou non specifique de Tune de ses isoformes qu'elle soil constitutive (neuronalc ou 
10 endoth61iale) ou inductible (Kerwin et al„ Nitric oxide : a new paradigm for second 
messengers, Jv^Med. Ghem. 33, 4343-4362,; 1995). 

Dans le terme pidgeur de formes reactives de Toxygene, ii faut comprendre toute 
substance chimique ou enzymatique capable de s'opposer ou de pi^ger les ou Tune des 

, fomes reactiy^^ que p2\0H-, Rp2;, RQ', ONOi", NO", N02* 

15 ou H2O2 (Haljiwell B,, GutteTidge JMC.,;Free radicals in biology and medicine, 2nd 
ed , Oxford, Clarendon Press, 1989). Ges substances peuvent etre naturelles pu 
synthetiques et poss6der des proprietes antioxydanies. (Santrucek and Krepelka, 
Antioxidants - Potential chemolherapeutic agents Drugs Future 13, 975-996, 1988, ; 
Jackson et al, Antioxidants : a biological defense mechanism for the prevention of 
20 atherosclerosis, Med, Res. Reviews 13, 161-182 (1993) ; Aruoma, Characterization 
of drugs as antioxidant prophylactics^ Free Rad. Biol. Med. 20, 675-705 (1996)). . 

Dans une composition pharmaceutique selon I'invention, I'inhibiteur de NO synthase 
et le piegeur des formes reactives de Toxygene peuvent se presenter sous forme 
s6paree ou sous forme combinee en formant un sel. De prefdrence, le sel est forme a 

25 partir d'un deriv6 de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au moins un 
groupe basiquc et d'un derive de la substance pifegeur de formes reactives de 
Toxygene contenant au moins un groupe acide. Ainsi des sels peuvent etre formes, 
selon les methodes connues de Thommc de Tart, a partir des inhibiteurs de NO 
synthase comme par exemple les amidines, les guanidines, les pyridines ou les 

30 piperidines telles que definies ci-apr&s, el les piegeurs de formes reactives de 
Toxy gene comme par exemple les acides phenoliques tels que d^finis ci-apres, et plus 
particulierement Tacide 3-5-di-.tert-butyl-4-hydroxybenzoique, I'acide cafeique, I'acide 
sinapinique ou Tacide gallique. 
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^invention a egalement pour objet un produit comprenant au moins une substance 
inhibitrice de NO synthase et au moins une substance piegeur de formes reactives de 
rpxygene en tant que produit de coinbinaispn, sous forme scparee, pour une 
utilisation simultanee ou sequentielle dans le traitement de pathologies dans lesquelles 
5 le monoxyde d'azote et les formes reactives de I'oxygene sont impliquees telles que les 
troubles cardiovasculaires et cerebrovasculaires, les troubles du systeme nerveux 
central ou periph^rique, !es, maladierv proJiferatives et inflammatoires, les 
transplantations d'oigaries, les maladies aytoimmunes et virales, Ic cancer et toutes les 
pathologies caracterisees par une production ou un dysfonctionnement de monoxyde 
10 d'azote et/ou des formes reactives de I'oxygene. 

Dans une composition pharmaceutique ou un produit selon^n rinhibileur de 

NO synthase et le pifegeur de formes reactives de roxyg&ne peuvent se presenter a des 
doses qui peuvent etre identiques ou diffefentcs. Les dosages sont choisis en fonclion 
des composes associes a des dHuants ou excipienis appropries. 

15 L*inhibiteur de NO synthase et le piegeur de formes reactives de !*oxygd-ne peuvent 
etre administres de maniere simultanee ou sequentielle, par la meme voie 
d'administration ou par des voies diff6rentes, suivant qu'ils sc presentent sous forme 
separee ou combinee. De preference, les voies d'administration sont orale, parent6rale 
ou topique. 

20 Parmi les inhibiteurs de NO synthase, on peut definir les composes de type amino- 
acide et non amino-acide. Les inhibiteurs de NO synthase de type amino-acide peuvent 
etre des composes tels que decrits dans les demandes WO95/00505, W094/12163, 
WO96/06076 et EP230037 incorporees par reference dans la presente demande, ou 
bien des derives de la L-arginine, de Tornithine ou dc la lysine tels que decrits dans les 

25 demandes W093/241 26, WO95/01 972. W095/24382, WO95/096i9 et W095/22968, 
incorporees par reference dans la presente demande. 

Les inhibiteurs de NO synthase de type non amino-acide, peuvent etre des composes 
de la families des guanidines, des isothiourees, des nitro- ou cyano-aryles, des amino- 
pyridines ou amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles. 

30 Les guanidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que d6finis 
dans les deinandes WO?5/28377vWO91/04023, W094/2162 WO96/18607 et 
W096/1 8608 incorporees par reference dans la pr6sente demande. 

Les isothiourees inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que defmis 
dans les demandes WO95/09619, WO96/09286, WO94/l 2165, W096/1 4842, 
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WO96/18607, WO96/18608, WO96/09286, EP717040 et EP718294 incorporees par 
reference dans la pr6sente demande. 

Les hitro- ou cyano-aryles inhibiteurs de NO synthase peuverit etre les composes tels 
que definis dans la demande W094/12163, ihcoriporee par reference dans la presente 
5 demande. 

Les amino-pyridines ou amino-pyrimidines inhibiteurs de ISO synthase peuvent etre 
les composes tels que definis dans les demandes WO94/14780, W096/18616 et 
W096/1861 7 incorporees par reference dans la presente demande. : 

Les amidines inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes tels que definis 
10 dans les demandes W095/1 1014, WO96/01817, WO95/05363, W095/1 1231, 
W096/r4844 et W096/1944G incorporees par reference dans la presente demande, ou 
des composes tels que la N-ph6nyl-2-thiophenecarboximidamide/ 

Les indazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre des comiX)ses dc formule 
gencraleJA ■ v---. ^ •■ -■ ' ^ ■ • ■■■■ V 




15 " lA 

dans laquelle Ri represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atomc 
d*hydrogene, le radical nitro, halo, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur. 

Les imidazoles inhibiteurs de NO synthase peuvent etre les composes de formule 
generalellA 



20 




dans laquelle R2 et R3 representent, independemment Tatome d'hydrogene, le radical 
halo, hydroxy, amino, alkyl ou alkoxy, ou R2 et R3 soiit lies ensembles et forment le 
radical ph6nyle condense avec le cycle imidazole, le radical phenyle etant 
eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux 
[5 hydroxy, lrifluorom6thyle» halo, carboxy, alkyle inferieur, alkoxy inferieur ou 
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alkeiiyle inferieur ; R4 repTesente un atome d*hydrogene,un radical alk 
amino, alkyle inferieur amino ou pheriylev le radical phenyle etant eventuellement 
substitue par un ou plusieurs substituiants choisis parmi les radicaux hydroxy, 
trifluoromethyle, halo, carboxy, alkyle inferieur, alkoxy inferieur ou alkenyle 
5 inferieur ; R5 represenle ratome d'hydrogene, un radical alkyle inferieur, amino, 
alkyle inferieur amino. 

Les piegeurs de formes reactives de roxygcne peuvent etre choisis parmi I'acidc 
ascorbique, la N-ac6ty]-cyst6ine, le ^-carotene (Hao Chen el al, Free Radical Biology 
and Medicine 18 (5), 949-953 (1995)), le coenzyme QIO (S. Tereao et al., J. Org. 

10 Chcm., 44, 868 (1979)) ou les composes captodatifs (H.G. Viehe et al., Acc. Res., 
18, 148-154 (1985), incorporee par reference dans la presenle demande). Les pi&geurs 
de formes reactives de Toxygfene peuvent egalenient Stte choisis parmi les composes 
phenoliqucs, les nitfones, desi derives de riridole/des imidazoles ou des carbazoles, 
ou bien egaiemeni etre les enzymes caipables dc ncutrsliser les gu r>Jne des formes 

15 reactives de I'oxygene telles que les superoxydes disrnutases, les catalases ou les 
glutathions peroxydases. et leurs mimetiques. 

Parmi les composes phenoliqiies piegeurs de formes reactives de Toxygene, on peut 
citer le probucol ; Tubiquiiipne ; les derives du tocopherol, a savoir Ta-, p-, y-, 
T- ou 6-tocopherol ou les flavonoides ph6noliqucs (R. A. et al, Phylochemistry, 
20 27(4), 969-978 (1988), incorporee par reference dans la presenle demande). Les 
composes phenoiiques piegeurs des formes reactives de Toxygene peuvent egalement 
etre choisis parmi les composes dc formule generale 1b ou 11b ^ 




IB ilB 

dans laquelle R'l reprcsente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome 
d*hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, carboxy, alkyle inferieure, alkoxy inferieur, 
25 alkenyle inferieur ou alkoxy carbonyle, les radicaux alkyle, alkoxy et alkenyles etant 
eventuellement substitu6s par un radical hydroxy, halo, carboxy ou amino ; et R*2 
reprcsente un ou plusieurs substituants choisis parmi Talome d'hydrogene ou les 
radicaux alkyle inferieur eventuellement siibstitue, alkoxy inferieur, hydroxy, halo, 
amino ou carboxy. 
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Les nitrones piegeurs de formes r6actives de Toxygene peuvent etre les composes tels 
que defmis dans les demandes WO96/15110, WO88/05044 et le brevet US5310916 
incorpores par reference dans la presente demande. 

Les derives de Tindole piegeurs des formes reactives de I'oxyg^ne, peuvent etre des 
5 composes de formule generale IIIb 




dans laquelle RIs repr6sente un pu plusieurs substituants choisis parmi Tatome 
d'hydrogene, les radicaux hydroxy, halo, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; R'4 
represenie lin ois pl^usieur^? substjtiiants choisis parmi I'atome d*hydrogene, les 
10 radicaux halo, hydrQ;(;y, amino, Q^rboxy ou alkylcarbonylaminoalkyle. 

Les derives de I'indole piegeurs des formes reactives de Toxygene, peuvent etre 
egalement des composes tels que definis dans la demande W096/26941 . 

Parmi les imidazoles pi6geurs de formes reactives de Toxygene, on peut citer de 
preference rimidazole elle-meme ou la cim6tidine. 

15 Parmi les carbazoles piegeurs de formes reactives de Toxygene, on peut citer le 
4-hydroxycarbazole ou le carvedilol. 

Tel qu*il est utilise ici, le terme inferieur en reference aux groupes alkyle et alkoxy 
designe des groupes hydrocarbones aliphatiques satures, lineaires, ou ramifies, 
comportant de 1 §i 6 carbones comme, par exemple, m6thyle, 6thyle, propyle. 
20 isopropyle, butyle, t-butyle, methoxy et ethoxy. En reference aux groupes alkenyle, le 
terme inferieur d6signe des groupes comportant 2^6 atomes de carbone et une ou 
plusieurs doubles ou triples liaisons comme, par exemple, les groupes vinyle, allyle, 
propenyle, isopropenyle, pentenyle, butenyle, hexanyle, propenyle et butadienylc. Le 
terme halo signifie chloro, bromo, iodo ou fluoro. 

25 L'invention a plus particulierement pour objet une composition ou un produit tel que 
d6fini ci-dessus, caract6rise en ce que 

- I'inhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine (LNA), Tester 
m^thylique de la L-nitro-arginine (LNAME), la L-N-monomethylarginine (LNMMA), 
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raminoguanidine, I'agmatine, la 2-amino-l-(m6thylamino)benzimidazole, le 5-nitro- 
indazole, 6-nitro-indazole, le 7-nitro-indazole, le l,2-(lnfiuoroniethyiphenyl) 
imidazole (TRIM), la 2.-amino-4-methyl-6-(2-aminoethyl)pyridine la 
2-iminopiperidine, la 2-iniinohpFnopipieridine, la 2-imino-5,6-dihydro-l,3-thiazine, la 
5 2-imino-5,6-dihydro-l,3-oxazinc, la N-phenyI-2-lhiophenecarboximidamide, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la S-ethylisolhiouree. la S-methyl-L-thiocitruUine ou la 
S-ethyl-L-thiocitruUine ; el 

- le piegcur de formes reactives de Toxygene est choisi parmi le probucol, 
Tubiquinone, Ta-, Ps y-. t-, Xr ou 6-SLOcoph6rol, Tacide 3-5-di-tert-butyl-4' 

10 hydroxybenzoique, le 2,3i6-trimethyl-2 hexyloxyphenolc, le 2,6-diterfbutyl- 
4-m6thoxyph6nol, reugenole, le trolox. le galiate de n-propyle, le tempole, racide 
cafeique, racide sinapihique, I'acide galliqtie, racide 2,2,5,5vt6iramethyl-3-pyrrolinc- 
l-oxyl-3-carboxylique, la melatonine, I'acide 5-hydrDxyindoie-2-carboxylique, 
rimidazoie, la cimctidine, Tacide ascorbique, !a N-ace!yl -cysteine, !e (3-caTotene. le 

15 coenzyme QIO, les composes captodatifs, Ic 9-[2-(4-morpholinyl)6thyl]- 
2,4-di-l-pyrrolid3ny]^9H-pyrimido[4,5-b]indple, k 4 -hydroxy rcarba2;ple ou le 
carvedilol. 

Les composes inhibiteurs de NO synthase et piegeurs de formes reactives de 
I'oxygene sont commerciaux ou peuvent etre prepares par les methodes connus de 
20 rhomme de Tart (ou par analogic a ces dernieres) (P. Hamley el al, Bioorganic and 
medicinal chemistry letters, vol5 (15), 1573-1576 (1995) ; W. M. Moore et al, J, 
Med. Chem.. 39, 669-672 (1996) ; E. P. Garvey et ah, The Journal of Biological 
Chemistry, vol.269(43), 26669-26676 (1994)), 

Les exemples suivants sont presentcs pour iliustrer les procedures ci-dessus et ne 
25 doivent en aucun cas etre consideres comme une limitc at la poriee de rinvention. 

PARTIg EXPERIMKNTALE : 

Soil A I'inhibiteur de NO synthase et B le piegeur de foriines reactives dc I'oxygene. 
Exemple I 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme de sel, dans lequel 
30 A et B sont en quantile equimolairc avcc comme cbnipose A : i*amin6guanidine, 
inhibiteur des NO synthases inductibles, ci comme compose B : I'acide 3-5-di-tcrl- 
butyl-4-hydroxybenzoique, anlioxydant piegeur de radicaux libres pxygenes. 
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Compos6 AB, combinaison des priricipes actifs A et B sous forme separ6e, avec 
comme compose A : le 7-nitroindazole, inhibitieur des NO synthases constitutives de 
type neuronal, el comme c6inpos6 B : I'acide 3-5-di-tert-butyi-4-hydroxybenzoique, 
5 antioxydant piegeur de radicaiix libres oxyg6n&. 

Exemple 3 

Compose AB, combinaison des principes actifs A et B sous forme separee et 
administree par des voies differentes, avec comme comjxjse A : la NPnitro-arginine, 
inhibiteur puissant des NO synthases constitytives et inductibles, et comme 
10 compost B : I'acide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzqi,que, antioxydant piegeur do 
radicaux libres oxygenes. 

f tiiHe phkr iriai^nloyiqu^ de 1' invention 

Les composes de I'invention ont 6t6 soumis h quelques tests biologiques in vitro et in 
15 vivo, afiri de prouver jeur activite a bloquer la NO synthase (constitutive et inductible) 
et a piSger ies radicaux libres. Leur activity a ete evaluec sur un module d'ischdmie 
cgr6brale focale chez le rat Dans ce module consid6r6 comme un module d'infarctus 
cerebral severe proche de la situation clinique chez Thomme, une liberation excessive 
de morioxyde d'azote et de formes reactives de I'oxygene a ete demontr^e ainsi que 
20 I'effet partiellement protecteur d'inhibiteur de NO synthase ou de piegeur des formes 
reactives de I'oxygene. Les effets; de I'association ont ete compares a ceux produits par 
un traitement avec I'inhibiteur de monoxyde d'azote ou le piegeur des formes reactives 
de I'oxygene seul. L'association d'un inhibiteur de NO synthase et d'un piegeur des 
formes reactives de I'oxygene montre un effet protecteur hautement significalif sur 
25 I'ischemie cer6brale focale alors que I'effet de I'inhibiteur de NO synthase ou du 
piegeur des formes reactives de roxygfene pris separement et aux doses utilisees n'est 
pas significatif. Ceci prouve la synergic entre I'inhibiteur de NO synthase et le piegeur 
des formes reactives de I'oxygfene. 

1 ) Effet in vitro sur la NO synthase constitutive de cervelet de rat 

30 Le test cohsiste a mesurer la transformation par la NO synthase de la L-arginine en 
L-citrulline. Des cervelets de rats Spraguc-Dawley (300 g - Charles River) sont 
preleves rapidement, disseques a 4° C ct homogeneises dans un volume de tampon 



-.10- 

d'extraclion (KEPES 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4, pepstatin A 10 mg/ml, 
leupeptine 10 mg/ml), centrifuges a 21 000 g pendant 15 min a 4° C. Le dosage se 
fait dans des tubes a essai en verre dans lesquels sont dislribues 100 do tampon 
d'incubation contenant 100 mM d'HEPES, pH 7,4, 2 mM d'EDTA, 2,5 mM de 
5 CaCl2, 2 mM de dithiotreilol, 2 mM de NADPH reduit et 10 fig/ml de calmoduline. 
On ajoute 25 ^1 d'une solution contenant 100 nM d'arginine iritiee (activite 
specifique : 56,4 Ci/mmole, Amersham) et 40 fxM d'arginine non radioactive. La 
reaction est inili6e en ajoutant 50 |li1 d'homogdnat, le volume final 6tant de 200 ^il (les 
25 |.il manquants sont soit de Teau, soit le produit teste)! Apres IS .min, la reaction 

10 est stopp6e avec 2 ml de tampon d'arrgt (20 mM d'HEPES, pH 5,5, 2 mM 
d'EDTA). Apres passage des echantillons sur une colonne.dc 1 ml de r6sinc 
DOWEX, la radioactivite est quantifiee par un sp^ctromfetre a scintillation liquide. Les 
resultats sont exprimes en valeur de CIso ft sont resumes dans Ic tableau du 
paragraphe 2 (premiere colonne de resultats intitulee "NO. synthase cpnslitulivc, 

15 formation de citruHine"). 

2) Effet in vi7ro sur la NO synthase inductible de macrophages 
' murins J774A1 

Les macrophages murins J774A1 produisent unc grandc quantile de monoxyde 
d'azote aprds activation par les lipopolysaccharides (LPS) et rinterf^ron-y (IFN-y). 

20 Les cellules sont cultiv6es dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle' 
Medium) enrichi avec 10 % de serum de veau fcEtal a 37° C sous unc atmosphere de 
5 % de CO2 apres activation par le LPS et I'lFN-y. Elles sont ensemencees a raison 
de 5000 cellules/cm2 dans des flacons de 150 cm2. Les incubatibns se font en 
presence de LPS (1 ng/ml) et d'lFN-Y murin (50 U/riVl) dans du DMEM enrichi avec 

25 10 % de serum de veau fcEtal. La NO synthase est isolee avec un tampon d'extraction 
(HEPES 50 mM, pH 7,4, dithiothreitol 0,5 mM, pepstatin A 1 mg/ml, leupeptine 
1 mg/m), inhibiteur de trypsine de soja 1 mg/ml, antipaine 1 mg/inl et PMSF 
10 mg/ml). Apres sonication dans le tampon d'extraction ^ 4° C, les homogenats sont 
ultra-centrifug6s (100 000 g a acide 3-5-di-tert-butyj-4-hydroxybcn2oique 4° C 

30 pendant 1 h). Le protocolc est ensuite idcntique a celui de la NO synthase de cervelct 
exceptce la composition du tampon d'incubation (100 mM d'HEPES,. pH 7,4, 1 mM 
de dithiotreilol, 2,.5 mM de CaCl2, 10 nM de tetrahydrobiopterinc, FAD 10 ^M, 
BSA 1 mg/ml, 2 mM de NADPH reduit). Les resultats sont exprimes en valeur dc 
CI50 et sont resumes dans le tableau du paragraphe 2 (deuxieme colonne de resultats 

35 intitulee "NO synthase inductible, formation de citrulline").. 
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3) Effet in vitro sur la production cle nitrites par les macrophages 
murins J774A1 

Ce test est utilise pour mesurer ractivite inhibitricc des produits sur la NO synthase 
inductible de celiules en culture. Les cellules sontxultivees dans du milieu DMEM 
5 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) enrichi avec 10 % de serum de veau foetal a 
37° C sous une atmosphere de 5 % de CO2. Pour les experiences, elles spnt reparties 
en plaques 96 puits (50 000 celluies par puits) et incubees dans du DMEM sans 
rouge de phenol k 10 % de s6rum de veau foetal avec du LPS (1 Mg/ml) et de TIFN-y 
murin (50 U/ml) en presence ou en absence des produits a tester. Apres 48 heures, la 
10 concentration de nitrites dans les milieux de culture, produits de degradation du 
monoxyde d'azbte, est mesuree par une m6thode cblorimdtrique selon Oreen et al, 
(Analytical Biochemistry, 126, 131-135 (1982)). Les resultats sont exprimes en valcur 
de CI50 et sont resumes dans le tableau du paragraphe 2 (trpisieme colonne de 
resultats intitule "NO synthase inductible, formation de nitrites"). 



CI5o(^M) 





NO synthase constitutive 
(formation dc citnilline) 


NO synthase inductible 
(formation de citnilline) 


NO synthase inductible 
(formation de nitrites) 


Exemple 1 . 








A 


> 300 


29 


22 


AB 


>300 


57 


26 


Exemple 2 








, . A • 


0,9 


25 


51 


AB 


0,9 


25 


51 



15 4) Effet in vitro sur la formation des anions superoxydes 

L'activation des cellules macrophagiques J774A1 par du phorbol myristate acetate 
(PMA) entraine la production d'anions superoxydes en quelques minutes. Ces anions 
superoxydes peuvent oxyder un substrat luminescent, le luminol. Cettc reaction genere 
des photons dorit la production est mesur6e ^ Taide d'un chemiluminometre. Les effets 
20 des produits sur la production d*anions superoxydes sont testes en incubant les 
cellules J774A1 a 37** C en presence de PMA, des produits a tester et du luminoK Lxs 
resultats sont exprimes par la vialeur de CI50. 
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Exemple 1 



Produit 


Cl5o(nM) 




inactif 




30 


■■ ■■ -AB' •■■ 


30- ■■ 



5) Effet sur rischeniie cereb^^ 

Les experiences sont r6alisees sur des rats males Sprague-Dawley (Charles River) 
pesant entre 330 el 360 g. Apres anesthesie a I'isoflurane, les rats sont soumis a une 

5 occlusion transitoire de I'art^re cerebrale moyenne decrite par Memezawa et al. (Exp. 
Brain Res. 89, 67-78, 1992). Un fil est introduit dans !*artere cerebrale anterieure 
provoquant une occlusion de Tartere cerebrale moyenne. Deux heures pius tard, le fll 
est retire de maniere a permettre; la recirculation de sang au , niveau du polygene de 
Willis; La temperature des animaux est controlee ct regulee pendant les 6 heures 

10 suivant Tocclusion. Quarante-huit heuifes apr^s I'occlusion, les rats sont anesthesies a 
risoflurane el decapit^s. Les cerv^aux sorit rapidcment pr6leves et immerges pendant 
2 minutes dans dc Tisopentane ^ C. Six coupes de 2 mm d'epaisseur sont 
realisees et placees dans une solution 2 % de chlorure de 2-3-5-triphenyltetrazolium 
(TCC) pendant 20 min et fixees ensuite avec du formalin. La zone infarcie apparait 

15 blanche ct la zone saine rouge. La surface infarcie est mesurec au niveau des 6 coupes 
grace a un analyseur damage. Le volume de Tinfarctus est calcule eh integrant ces 
differentes surfaces sachant qu'elles sont distanies de 2 mm. L'administraiion des 
produits se fait par voie intraperitoneale. Le premier traitement se fait 4 heures apres 
Tocclusion, c*est-^-dire, 2 heures apres le retrait du fil, puis 24 heures apres. 

20 Compose de Texemple 1 : 4 groupes d'animaux sont constitues : 

Groupe 1 traile avec du ^erum physiologique ; 

Groupc 2 : traite avec A (30 mg/kg) ; 
Groupe 3 traite avec B (20 mg/kg) ; 

Groupe 4 traite avec AB (50 mg/kg). 
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N" du groupe volume de I'infarctus % de protection 



1 


270,4 


± 30,05 






2 


233 


±30,15 


•NS 


13,8 


3 


250,9 


± 37,86 


NS 


7,1 


4 


89,6 


± 22,42 




63,2 



(NS: resultat non significatif ; ** : resultat tres significatif) 



Compose de Texemple 2 : 4 grbupes d'animaux sont tbnstilues ; 
Groupe 1 : traite avec du serum physiblogique ; 



Groupe 2 : 


trait6 avec A (ID riig/kg) ; 




Groupe 3 


trait6 avec B (20 rng/kg) ; 




Groups 4 '■ 


traite avec AB (A : 10 mg/kg et B : 20 ing/kg). 


N'du'^bupie 


volume de I'infarctus 


% de protection 




270,4 ±30,05 




2 . 


,238,9 ± 27,08 NS 


11,7. 


, 3 . . 


250,9 ± 37,86 NS, 


7,1 


4 


69,6 ± 37,86 ** 


74,3 



(NS: resultat non significatif ; ** : resultat tres significatif) 



Compose de I'exemple 3 : 4 groupes d'animaux sont constitues : 

Groupe 1 : traite avec du serum physiologique ; 

10 Groupe 2 : traite avec A (0,03 mg/kg i.v.) ; 

GroujDe 3 : traite avec B (20 mg/kg i.p.) ; 

Groupe 4 : traite avec AB (A : 0,03 mg/kg iv et B : 20 mg/kg ip). 



N° du groupe, 


volume de I'infarctus 


% de protection 


1 


237,68 ± 31,51 




2 


238,14 ± 35,94 NS 


0 


3 


222,9 ± 7,34 NS 


6,2 


4 


136,5 ± 33,02 *♦ 


42,6 



(NS: resultat non significatif ; ** : resultat tres significatif) 
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Les resultats montrent que I'acide 3-5-di- ten butyl -4-hydroxybenzoique utilise comme 
piegeur des formes reactives de roxygenc a la dose de 20 mg/kg est inactif pour 
proteger Tanimal d'atteintes ischemiques de meme que Taminoguanidine (inhibileur de 
NO synthase) est faiblemenl active. Par contre, I'association des deux composes 
5 protege de maniere hautement significative les animaux dc rischcmic. 

De la meme fagon, le 7-nitroindazole utilise en tant qu'inhibiteur de forme constitutive 
des NO synthases n*est pas significativement actif a la dose de 10 mg/kg ; par contre. 
associ6 a Tacide 3-5-di-tert-butyl-4-hydroxyben2oique, une protection hautement 
significative est observee. Get effet protecteur montre une synergic entre les deux 
10 principes actifs, ; — 

De la meme maniere, la N^nitro-arginine utilisee en tant qu'inhibiteur des NO 
synthase3 et injectee par voie intrayeineuse, n?est pas aptive a la dose de 0,03mg/kg. 
Par cGRtre, iGrsqu'elle est associ^e a une administration in traperiioncale d'acide 3-5-dj- 
tert-butyl-4-hydroxybenzoique, une protection hautement significative est observee. 
15 Get effet protecteur montre que la synergic entre les deux principes actifs est aussi 
observee lorsque les principes actifs sont administires par des 
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&EYENPICATIONS 

1- Composition pharmaceutique comprcnani, a litre de principe actif, au moins unc 
substance inhibitrice de NO synthase et aii moins une substance piegeur dc formes 
rcactives de I'oxygene, et eventuellement un support pharmaceuliquement acceptable. 

5 2- Composition pharmaceutique selon la revendication 1, comprenant, a titre de 
principe actif, une substance inhibitrice de NO synthase ct une substance piegeur de 
formes reactives de I'oxy gene. 

3- Compbsition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 5 2^ caracterisee en 
ce que la substance inhibitrice de NO synthase et la substance piegeur de formes 
10 r6actives de I'oxygene sont sous forme s6par6e. 

. 4- Cbmposition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 2, caracterisee en 
ce que la rubstar«cc inh^^ et la substance pi&geur de formes 

reactives de rdxygehe sont sous forme de sel. 

5- Composition pharmaceutique selon la revendication 4, caracterisee em ce que le sel 
15 est form6 k partir d'un derive de la substance inhibitrice de NO synthase contenant au 

moins un groupe basique et d*un derive de la substance pifegeur de formes reactives de 
Toxygene contenant au moins un groupe acide. 

6- Composition pharmaceutique selon Tune des revendications precedentes, dans 
laquelle 

20 - rinhibiteur de NO synthase est un amino-acidc et plus particulieremcnt des derives 
de la L-arginine, de Tomithine ou de la lysine, ou un compose de la families des 
guanidines, des isothiour^es, des nitro- ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines, des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

- le piegeur de formes reactives de Toxygene est Tacide ascorbique, la N-acetyl- 
25 cysteine, le p-carot6ne, le coenzyme QIO, les composes captodatifs, ou un compose 
de la famille des phenoles, des nitrones, des derives de Tindole, des imidazoles, des 
carbazoles. 

7- Composition phamaceutique selon Tune des revendications prec6dentes, dans 
laquelle 

30 - rinhibiteur dc NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester methylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monomethylarginine, Taminoguanidine. Tagmatine, 
la 2-amino-l-(m6thylamino)benzimidazole, le 5-nitro-indazole, 6-nitro-indazole, le 
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7- nitro-indazole, le l,2-(trifluoroniethylph6nyl) imidazole, la 2-amind-4-methyl- 
6-(2-aminoethyl)pyndine, la 2-imin6piperidine, la 2Timinohomopiperidinc, la 2-iiTiino- 
5,6-dihydro-l,3-thiazine, la 2-imino-5,6-dihydro-l ,3-oxazine, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-phenyl-2-thiophenecarboximidamide, la 

5 S-ethylisothiouree, la S-methyl-L-thiocitruliine ou la S-ethyl-L-thiocitrulline ; et 

- le piegeur de formes reacUves de i'oxygene est choisi parmi le probucol, 
Tubiquinone, I'a-, 7-, x- ou 6 -tocopherol, Tacide 3 5-di-lert-butyl-4- 
hydroxybenzoique. le 2,3,6-lrimethyl-2-hexyloxyphenole, le 2,6-diterrbutyl- 
4-m6thoxyph6nol. Teugenole, le trolox, le gallate de n-propyle, le tcmpole, I'acidc 

10 cafeique, I'acide sinapinique, Tacide gallique, Tacide 2,2,5»5-tetramethyl-3-pyrroline- 
l-oxyl-3-carboxylique, la melatonine, Tacide 5-hydroxyind6le-2-carboxylique, 
rimidazole, la cimetidine, I'acide ascqrbique, la N-ac6tyl-cysteine, le p-carotenc, le 
coenzyme QIO, les comppses captodatifs,, le 9-[2r(4^^^^^^ 
2,4-di-l-pyrrGlidiRyl-9K*pyr:m le ^-hydroxyearbazGlc ci! le 

15 carvedilol. • ■ ■ --^^^ -v i-..:.: . v'i • " 

8- Produit comprenant au moins une substance inhi bit rice cl^ Uo synthase et au moins 
une substance piegeur de formes r^actives de roxygene en tanl que produit de 
combinaison sous forme separee, pour une utilisation simultanee ou s6quentie]le dans 
le traitement de pathologies dans lesquelles le mohoxyde d'azbte et les formes 

20 rcactives de I'oxygene sont impliquees telles que les troubles cardiovasculaires et 
cerebrovasculaires, les troubles du systeme nerveux central ou penpherique, les 
maladies proliferatives el inflammatoires, les diarrhees, les vomissements, les 
irradiations radioactives, les radiadons solaires ,les transplantations d'organcs^ les 
maladies autoimmunes et virales, lie cancer et toutes les pathologies caracterisecs par 

25 une production ou un dysfonctionnement de mpnoxydc d'azotc et/ou des formes 
reactives de Toxygene. 

9- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles cardiovasculaires et 
cerebrovasculaires tels que Tatherosclerose, la migraincj'hypcrtension arterielle, le 
chop s;eptique, les infarctus cardiaqucs ou cerdbraux d'origine ischemique ou 

30 . hemorragique, les ischemics et les thromboses. 

10- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des troubles du systeme 
nerveux central ou peripherique tels que les maladies neurodegeneratives, la douleur, 
les traumatismes cerebraux ou de la moelle epinifere, I'addiction aux opiaces, a Talcool 
et aux substances induisant une accoutumance, les. troubles de Terectipn et de la 
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reproduction, les desordres cognitifs, les encephalopathies, la depression, ]'anxiet6, la 
schizophrenic, T^pilepsie, les troubles du sommeil^ les troubles alimentaires. 

11- Produit selon la revendication 8, pour le traitement dcs maladies proliferatives et 
inflammatoires telles que Tatheroscierose, rhypertension pulmonaire, la 

5 glomerulonephrite, I'hypertension portale, le psoriasis, Tarthrose et I'arthrite 
rhuraatoide, les fibroses, les ;aniyloidoses, les inflaniniations du systeme 
gastrointestinal ou du systeme pulmonaire et des voies aeriennes. ; 

12- Produit selon la revendication 8, pour le traitement des maladies autoimmunes et 
virales telles que le lupus, le sida, les infections parasitaires et virales^ le diabete, la 

10 sclerose en plaque, les myopathies. 

13- Produit seloh rune de r^svenditations 8 a 12, comprenarit une substance irihibitrice 
de NO synthase et urie substance piegeur de formes reactives de Toxygdne. 

14- Produit selon la revendication Tune des revendications 8^13, dans lequel 

- rinhibiteur de NO synthase est un amino-acide et plus particulierement des derives 
15 de la L-arginine, de Tornithine ou de la lysine, ou un cornposc de la families des 

guanidines, des isothiourees, des nitro- ou cyano-aryles, des amino-pyridines ou 
amino-pyrimidines. des amidines, des indazoles ou des imidazoles ; et 

- le piegeur de formes reactives de Toxyg^ne est Tacide ascorbique, la N-acetyl- 
cysteine, le (3-carotene, le coenzyme QIO, les composes captodatifs, ou un compose 

20 de la famille des phenoles, des nitrones, des derives de Tindole, des imidazoles, des 
carbazoles, les superoxydes dismutases, les catalases ou les glutalhions peroxydases. 

15- Produit selon Tune des revendications 8 a 14, dans laquellc 

- rinhibiteur de NO synthase est choisi parmi la L-nitro-arginine, Tester methylique de 
la L-nitro-arginine, la L-N-monomethyiarginine, Taminoguanidine, I'agmatine, la 

25 2-amin6-l-(methylaminb)benzimidazole, le 5-nitro-indazole, 6-nitro-indazole, le 
7-nitro-indazole, le l,2-(trifluorom6thylph6nyl) imidazole, la 2-amino-4-m6thyl- 
6-(2-aminoethyl)pyridine, la 2-iminopiperidine, la 2-iminohomopiperidinei la 2-imino- 
5,6-dihydro-l,3-thiazine, la 2-imino-5,6-dihydro-l ,3-oxazinc, la 
2-iminotetrahydropyrimidine, la N-phenyl-2-thiophcnecarboximidamide, la 

30 S-ethylisothiouree, la S-methyl-L-thiocitrulline ou la S-ethyl-L-thiocitrulline ; el 

- le pieigeur de formes r6actives de Toxygcne est choisi parmi le probucol, 
Tubiquinone, Ta-, ou 6-tocopherol, Tacide 3-5-di-terl-butyl-4- 
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hydroxybenzoique, le 2,3,6-trim6thyl-2-hexyloxyphenole, le 2,6-diterfbutyl- 
4-inethoxyph6nol, Teugenolc, le trolox, le gallate de n-propyle, le tempole, I'acide 
cafeique, I'acide sinapiniquerTadde galiiiqus,^^^ 2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline- 
l-oxyl-3-carboxylique, la nieiatbnihe, l-adde^ 
5 rimidazole, la cimetidine, Tacide ascorbique, la N-acetyl-cysleine, le (3-carotene, le 
coenzyme QIO, les composes captodatifs, le 9-[2-(4-morpholinyl)ethyl]- 
2,4-di-l-pyrrolidinyl-9H-pyrimido[4,5-b]indole, le 4-hydroxy-carbazole ou le 
carvediloL 
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